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論文内容要
 b日
研究目的
 電位依存性Naチャネルは,心臓,神経,筋などの興奮性細胞に存在する。膜電位を介してK
 チャネルと機能的に共役して,活動電位の発生および伝搬に本質的な役割を担う膜蛋白質分子で
 ある。脱分極時には,Naチャネルは,「早い」と「遅い」不活性化のコンフォメーション変化
 を作り出す。脱分極によって誘導さ'れた「早い」不活性化のコンフォメーション変化は多く報告
 されたが,「遅い」成分については未解決である。我々はこの「遅い」不活性化のコンフォメー
 ション変化を調べた。また,抗不整脈薬であるリドカインの使用依存(UseDependence)に
 「遅い」不活性化が関与していると報告されているため,我々はリドカインとr遅い」不活性化
 のコンフォメーション変化の関係も調べた。
研究方法
 遺伝子組替え技術を用いてNaチャネルの1236番目(ドメイン皿,Pセグメント)のアミノ
 酸,phenylalanineをMTSEA(Methaneむhiosulfonate-Ethylammonium)とS-S結合する
 cysteineと置き換えた。その変異したNaチャネル(F1236C)を培養細胞(HEK293)に導入
 した後,Patch-Clamp法を用いてWholeCe11を作り,Na電流とその電流に対するMTSEAの
 アクセスを調べた。
研究結果
 F1236CのNa電流は,細胞外から投与されたMTSEAに修飾されたが,細胞内から投与の
 場合は修飾されなかった。これは,1236番目のアミノ酸は細胞外側に面していて,細胞外から
 投与されたMTSEAとS-S結合を作った結果,Na電流は修飾されたことを意味している。その
 うえ,MTSEAの修飾は過分極よりも脱分極状態の時,多く示された。MTSEAの修飾は電位
 依存性と考えられた。脱分極したF1236Cチャネルは中間(IM;τ'30msec)およびそれより
 遅い不活性化(ls;τ、2sec)のコンポーネントを示した。「遅い」不活性化を誘発しない,短
 い脱分極パルス(5ms)はMTSEA修飾を多く示したが,長い(100msまたは6sec)脱分極パ
 ルス幅(IMまたはISの示唆)には,MTSEA修飾を抑制した。Lidocaineは,「遅い」不活性
 化を誘導すると言われ,100ms脱分極パルス幅によって引き起こしたMTSEA修飾をさらに抑
 制したが,短期脱分極パルス幅(5ms)によって引き起こしたMTSEA修飾を抑制しなかった。
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結論
 「早い」不活性化,すなわち短い期間の脱分極によって引き起こしたチャネルのコンフォメー
 ション変化は,MTSEAのアクセスを増加させる一'方,「遅い」不活性化はそのアクセスを抑制
 する傾向がある。リドカインはNaチャネルの「遅い」不活性化を誘導し,MTSEAのアクセス
 を抑制する。今回の研究は,「遅い」Naチャネル不活性化および,使用依存性のあるlidocaine
 作用はチャネル外側の孔の構造の再構築が関与することを示唆された。
 研究の意義・独創的な点
 Naチャネルにおいて,電流を流さない「遅い」不活性化のコンフォメーション変化の研究は,
 困難とされてきた。本研究は,MTSEAとNaチャネルのcycteineのS-S結合を利用して,そ
 のコンフォメーション変化を明らかにすることに初めて成功した。また,そのコンフォメーショ
 ン変化はリドカイン作用においても起きたことを確認することが出来た。チャネルのコンフォメー
 ション変化の解明は今後の不整脈薬や麻酔薬の研究,さらに治療に役立つと考えられる。
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 審査結果の要旨
 膜電位依存性Naチャネルは,神経,心臓,筋などの興奮性細胞に存在し,膜電位を介してK
 チャネルと機能的に共役して,活動電位の開始および伝搬に本質的な役割を担う膜蛋白質分子で
 ある。このチャネルは,細胞膜の電位変化を感知するとそのチャネル構造が変化し,チャネルの
 速やかな開状態(活性化状態)と,それに続く不活性化状態を作り出す。近年Naチャネル不活
 性化状態は,いくつかのコンポーネントより成り立っていることが判明した。活性化後数ms内
 に不活性したコンポーネントは「早い」不活性化と呼ばれ,それに続くものは「遅い」不活性化
 と呼ばれている。「早い」不活性化のコンポーネントは90年代に入ってから盛んに研究され,そ
 のメカニズムはほぼ解明されているのに対し,「遅い」不活性化のメカニズムは今だ不明である。
 本研究は,その「遅い」不活性化のメカニズムを解明する目的で,ラットのNaチャネルの
 cDNAを,培養細胞に導入して,そのチャネルを発現させ,Patch-Clamp法を用いて「遅い」
 不活性化のコンフォメーション変化,及びこの変化に対するリドカインの影響を検討している。
 本研究において用いられた方法と結果は以下の通りである。
 1)ラットNaチャネルの1236番目のアミノ酸,phenylalanineをcycteine(F1236C)と置き
 換え,その遺伝子をHEK293に導入した後,patch-clamp法でNa電流を調べた。
 2)その結果,F1236CのNa電流に対するmethanethiosulfonate-ethylammonium(MTSEA)
 の影響は電位依存性であった。つまり,チャネルの過分極よりも脱分極状態でMTSEAの影
 響は大であった。
 3)脱分極したF/236Cチャネルの「遅い」不活性化は,中間(IM;七～30ms)とそれより遅
 い不活性化(IS;t～2s)の2っのコンポーネントを示した。
 4)「遅い」不活性化を誘発しない,短い脱分極パルス(5ms)の刺激ではMTSEAの影響は
 大であったが,長い(100ms及び6s)脱分極パルスの刺激では,IM及びISに対する
 MTSEAの影響は小であった。
 5)リドカインは長い脱分極パルスの刺激によって引き起こされたMTSEAの影響を更に抑制
 したが,短い脱分極パルスの刺激によって引き起こされたMTSEAの影響を抑制しなかった。
 これらの結果は,「遅い」Na不活性化のコンポーネントにチャネル外側孔の構造の再構築が
 関与すること,更にリドカイン投与下ではこの状況を容易ならしめることを示唆する。本研究で
 は,MTSEAとNaチャネルのcycteineのS-S結合を利用して,その構造の再構築を明らかに
 することに初めて成功した。本研究の結果は新たな抗不整脈薬の開発に寄与し,臨床的意義は極
 めて大である。よって本研究は学位論文に十分値するものと考える。
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